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Genera/ summary 
- 
Muscle cell differentiation has been studied in skeletal, cardiac and smooth 
mlwscle cells in a broad spectrum of species and tissues, both In in vifiro and In in 
vivo systems. The investigations described in this thesis have focussed on  
structural proteins that may function as markers for particular stages of 
differentiation. In  stri~ated muscle cells the high molecular weight; protein t it in is 
supposed t o  play a key role in the organization of the sarcornelre. The first part 
of this thesis deals w i th  the role of t i t in in the organization of the sarcornere 
(chapters 2 &! 33. Chapter 2 describes the onset o f  t i t in expression du~ring 
rnyogenesis in mammalian cell lines o f  different origin. The unflollding of the citin 
molecule and its integrat~on Into the sarcomerle dwri~ng in vlffo IIIIUSC~IE? cell 
differentiation was studied In more detail (chapter 31. Subsequently, the 
expression and the intracellular reorganization o f  this giant prorern in relat~on to  
other sarcomeric constituents, intermediate filaments (IF) and desrnosornal 
prateins was stw~died in rabbit embir~cas (chapters 4 & 5 ) .  In Ihe  last t w o  chapters 
(16 & 71 the novel smooth muscle specific protel~n smoolheilin is presented. The 
cytoskeletal expression of t h ~ s  coinstlawenl, which is exclusively expressed in 
fully differentiated smooth muscle cells (SMC), 11s s t u d i ~ d  both in normal and in  
pathological types of  SMC. 
En vitsa myogenesis af skeletal muscle cells. 
Myoge~nic cell lines have been used as rn~odels to  unravel the rnoloewlar aspects 
of sarcornere formation in  striated muscle cells. Bly focussing on Ihe 
supramolecular structure of  titin, the general mechanism that wlnderl~es the 
organisat~lonal chang,es during differentiation was studied. 
Chapter B 
Chapter 2 describes the process o f  sarcornere forrna'tion un three established 
myogenic coll lines as monitored by the occwrence and FreEor~anrzanion o f  titin, 
desmin, wlmentin, myosun and aczin. It was demonstraredl that t i t in is present in 
an early stage of differentiation and is reorgan~zed from a punctane pattern, via 
stress fiber-associated aggregates, into a cross-str~aced pattern. In differentiatung 
muscle cell cultures a certain delay was observed between the redistribution of 
t i t in on the onle hand, and of desmln, actin and myosin on the other han~d. This 
occurs in a typical, diffleventlateon state dependent fashion, and suggests a 
lleadlng role For t l t in lby formilng the scaffold for sarcomere formation. In  addition, 
primary cultures of rat myocard cells were used t o  monitor the effect of 
"dedifferentiat~on" on the structure o f  sarcomeres. The sequence o f  events 
characterilstic for the assembly process o f  cyraskeletal and sarcomeric structures 
observed during dhfferentiation, was reversed during this process of 
dedifferentratlon. 
Control of differenlt~ation of cultured human skeletal muscle cells allowed the 
Muon~irarlng of the dyn~amrc process of t~it in assembly and its integration into the 
sarcorneres by antibodies to  four t i t in epitopes. These epitopes are clearly 
distingijishable on the extended tit in molecul~ i  as seen in mlaturated muscle cells. 
In plosmirotic mononuclear mryoblasts, the investigated tit in epitopes were 
cleairly separate but clustered, indicating a folded orgalnizarlrsn o f  the moleculle. 
During elongation and fusion o f  the cells, thlese titiin epltope signals associated 
wi th  stress fiber-like Structures (SFLS) and diverged, finally reaching their 
position at  e~ ther  the Z-line, the A-l juinction or the A-bandl, as undicated by 
epitope-speclfic cross-striations. In chapter 3 we propose a model for this 
process, in which "te large tit ln molecule is unfolded and guided by stress fiber- 
like structures. These SFLS d~ rec t  he amino-terrn~nurs of the molecule towards 
the Z-line and the carboxy-term~nus towards the M-line o f  the sarcomere. While 
this process o f  unfolding o f  the titiin molecule progresses, other A-band or Z-lnne 
components start l o  migrate to  their speci f~c positions in the nascent sarcomere. 
The kurnaln skeletal muscle cell line appears to be a good model system t o  study 
sarcomere formation in more detail,, especially since mernoclonal alntibodiles 
against titin-epitopes closer to the M-line or to  the Z-line are n o w  becem~ng 
available. Also, reagoints recagnuzlng M-line associated proteiins, like C-protein or 
W-protern, are tre~ng prepared l o  study their associiation wi th  t i f in. 
h viwo cardiiornyogei14e~is~ 
The expression and intracellular (re)distribution of structural muscle proteins was 
s t~ ld~ec j  d w r ~ n ~  embrlyronuc rabbit heart development, Monoclonal antibodies 
agalnst l i t in, myosin, tro~pamryrosin and actin, the lintermediate filament proteins 
IEbFPE desmin, keratiln and virnentin, and the desrnosome-associated proteins 
desrnaplakins 1 &2 were used to  saludy saircomere formation. Here too, titun is the 
first specific indicator ab embryon~tc rabbit heart development. Upon 
differentiation t i l in reorganizes from dot-like aggregares into a crass-striated 
General summary 
pattern via a transiently filamentous distrubution. 12 has been demonstrated that 
the organization of tropomyosln, desmun, myosin and ectm into striated patterns 
are preceeded by tit in striatron. Kerailn and virnenttn are iiiltially distributed in 
cytoplasmi~c fllaments, but are gradually lost during progressron of cardtogenes~s. 
Camparbson of these results with s'iudies on mouse, chick artell rat revealed that 
the sequence of expression of muscle-specific and IFP durung cardiomyogenesis 
IS species-specific, and that expresslan and o~rganisation of these constituents 
show tempolral variations for the different regio~ns of the d~ewelopung heart 
(chapter 43. 
The role of  the tralnsient expression of certain IFR in rabbit myocard 
differentiation was investugated wnth emphasis on the rnteraction of ke~ratin 
filaments with desmoplakln clusters. Dusrmig development OF the myocardium, 
diesmo~plakin clusters gradually rearrange from an apicolateral- into .an 
intercalated disc localization in llater stages. In the develop~lng rnyocardlurn iof the 
rabbit heart, the keratun filaments are gradually lost vua dot-like aggregates whrch 
calocalize wlth desrnoplakin-positive cllusters. These observations sluggest a role 
for keratins in the developmental rearrangement af cell-junctions. Tha 
reorganization of  desrnin, an ~rntercalated dnsc-associated component in the adult 
rnyocardl, and titin does not seem to be related to the desmosome rearrangement 
(chapter 53. 
Smooth muscle cell differentiation. 
Knowledge about differentiation processes in SMC 1s lirnuted as compared to 
striated muscle cells. This is partly due to tlhe lack of stage speclflc ma~rker 
proteins. A novel cvtoskeletal protein, designated "smoofheIi$~", has been shown 
to  be exclusiwely expressed in highly dufferentiatedl ("contractileW'l w~sceral a~nd 
vascular smooth muscle cells. Smoothelin was not detected in myofibroblasts, 
myoepithelial, skeletal or cardiac muscle cells. This protein may, therefore, ba 
helpfull in the elucidation of the fin~al d~fferenltiation steps in SMC. Chapters 6 & 
7 of this thesis describe the characterization and a series at observations using 
thlis novel marker protein. A human smooth muscle cDNA library was screened 
wnth a monoclonal ant~body to  smoothelin, and a full size cDNA was selectod. In 
situ hybridization with t h ~ s  cDWA probe demonstrated that human smoothelrn ns 
encoded by a single copy gene which is located on chrornosomle 22. 
lmmunohistochemical assays, Western blotting and Norlhcr~n b lot t~ng revealed 
that smoothelin was hllghly conserved throughout evoUu11on. Cell fractionation 
studies of colon smooth muscle showed that the protehn is retained ;rn the 
cytoskeletal fraction of this tusswe, while coinfocal scanning laser microscapy 
suggested that smoothelrn is organ~zed as filaments that do not calacalize wilth 
desmin, wimentrn or actin filaments. Transfect~on studios of tho human cDNA inl 
C057 cells produced a protern of the cor~rect size whlch assembled into a 
filamentous network. Protein sequence analysis revealed that smoothelin does 
not belong to one af the classes of presently known structural proteins. 
Furthermore, smolvlhelln contains a domaln of 56 aminlo acid residues showrng 
about 40Y0 homology w ~ t h  a sequence barder~ng the actin bindrng domains of 
dystrophin, &-spectrin and a-act~nin (chapter 61. Smoothelin traslscrnption was 
almost ilrrstanrly halted when SWKIOT~I muscle cells were removed from their 
natural environment, in~drcating That its expression 1s limited to highly 
differentiated, contractile smooth muscle cells. 
The presence of smoothelin in vascular SMC was investigated in more detaul. It 
was found that srno~thel in expression was strongly related to the contractile 
properties of the blood vessel1 in which the SMC accur. Elastic: arteri~es do, In 
general, contain only few smoot~helin posutive SMC. Whe~n muscullar arteries 
were investigated it became obvious that the freque~nce of srnootheliln expressing 
SMC increased with the GanTuactile labour to be generated by the blood vessel 
walll. Srnaathelin was not detected in capillaries and perbcytic venules, nor in the 
SMC of veins. Wheln arteriosclerotic: lesions were screened for the presence of 
smoothelin, posit~lve cells were detected moistly at 'the luminal surface! of 
advanced lesions. This indicates that fluliy differen~tiated cells of s~rnooth muscle 
orig~n are present in tlhese lesions, suggesting that these plaqu~es are not longer 
expanding. Thus, in addition to its value as a marker proteiln for the final 
diffsrentiari~on step of "normal" SMC, smoothelin may be valuable un thle 
diagnostic: characterization of "pathx~log~cal" SMC. 
Samenvatting. 
Spierceldifferentiatie werd bestuldeerd in skellet-, hart- en gladde spiercelleln, 
waarbij een breed spectrum aan humane- en dierlijke weefsels werd gebruikt. 
Studies welrden zowel verricht h witro (in gekweekte cellen) als vivo (in 
levende organismen). Scrukturele eiwitten dnenden daarbij als "markers", of 
indikators, voor bepaalde "differentiatie-" of ontwikkelingsstadia. Skelet- en 
hartspiercellen vormen samen de groep van "dwarsgesrreepre'hpieren, waarin 
microscopisch een groot aantal, achter en naast elkaar gerangschikte ctrukturen 
zichrbaar zijn: de sarcomeren. Deze sarcomeren vormen de contractiele een- 
heden binnen deze cellen. De srrwktuur van deze sarcomeren wordt uitgebreid 
besproken in hoofdstuk ll. 
Titine, een eiwit met een zeer hoog molekuu~lgewicht, wordt verondersteld een 
sleutelrol te vervullen in de arganisarie van de sarcomeren. De fase van aan- 
schakeling van de titine-synthese tijdens de ontwikkeling van jonge tot 
volwassen spiercel, de rnyogenese, wordt beschreven voor een aantal cellijnen 
(haofcistuk 2).  Mat olntvauwen van het bitune-molekwul @In de integratie van dit 
eiwit in de sarcomeer tijdens Jn vi tm spierceld~fferentialie werd in detail 
bestudeerd (hoofdstuk 3). De expressie en de intracellularre organisatie: van dit 
eiwit in relatie? met andere sarcomeercomponenten, zoals intermediaire filamen- 
tien en desmosomale eiwitten, werd bestudeerd in kolniine-embryo" (hoofdstuk 4 
& 5 ) .  Tenslotte wordt srnootheline, een nieuw, gladde spier speciki@k eiwrt, 
gepresenteerd. Met behulp van celbiologische- en molekulair biologische technie- 
ken werd dlit eiwit, dat alleen voorkomt in volledig gedifferentieerde gladde 
spi~lercellen, gekarakteriseerd als een onderdeel van hlet cytoskelet (hoofdstuk 61. 
Daarnaast werd de aanwezigheid van srnootheline bestudeerd in de gladde spier- 
cellen van zowel narmale als aangedane blaedwaten (hoofdstuk 7). 
De ral wan t i l i ne  t i jdens de  im n/rff"ro myogenese van skeletspiercellien. 
De varschilllende fasen in de opbouw van sarcomeren tijdens spiercel- 
differentiatie werd bestudeerd aan de Rand van de struktuurverandering van 
"Itrne, waarbij sp~ercellijruen als modelsysteem werden gebrwikt. In hoofdstuk 2 
wordt het proces van sarcomeervorming in drie bekende, veelvuldig gebruikte 
myogene cell~jnen beschreven, waarbij met  name d e  aanschakeling en de (re- 
)arganisatre van tiaine, desmine, vimentine, myosine en actine werd gevol~gd. 
T l t~ne  bleek al aanwezig in een vroeg stadium van de spierceXdiliferentiatie. In  
jonge spiercellen, de zogenaamde rnyoblasten, wordt  titine aangetroffen in 
aggregaten, due onder het m~iCroscoop zichtbaar zijn als "punten'. Deze 
aggregaten gaan stapsgewijs, vla een tijdelijke assoc~~afie met  stsess-fibers, over 
in een lianggerekte struktuur die na imm~unocytachemie resulteert i n  een 
'dwarsgestreepd' patroon. Tijdens het differentiatie-proces vindt er dlws een (re- 
)organisatie van dit eiwit  plaats. In gekweekte, differentiërende spiercel~len blijkt 
het ontslaan wan ee~n dwars-gestreept titine-patroon vooraf te  gaan aan de 
dwarsslreprng van dlesmlne, actine en myosine. Dit vormt een sterke aanwijzing 
voor de leidende rol van titine tijdens de sarcameervorming. Waarsch~~jnli jk 
fungeert titine als de "kapstok" waaraan de overigie sarcomeercomponenzen 
worden opgehangen. 
Opmerkelijk was dat rattehartspiercellen, die volledig gedifferentieerd zijn, een 
soort dedifferentiatie ondergaan nadat r e  in kweek zijn gebracht. De hierboven 
beschreven wolgorde van karakteristieke fasen tijdens de organusatie wan tit ine 
blrjkt in deze cellen omgek@erci te  zijin. De volgorde waarin de overige cytoskelet- 
en sarcorneer-strukluren tijdens dedifferentiatie ~erdwi jne~rr  b l ~ j k t  ook omgekeerd 
te  zijn aan de volgorde waanun ze tijdens de differentiatie opkomen. 
De methade waarbij gekweekte hurna~ne skeletspieIrcellen gecontroleerd differen- 
tiëren bood de mogelijkheid arn het werl~oop van het praces van tuttine-aanmaak en 
-integratie in de sarcomeren ged~elailleerd te  bestuderen. Hierbij werd gebruik 
gemaakt van antilichamen tegen vier t i f ine-ep~topen die duidelijk gescheiden 
liggen op het uitgestrekte rnolekuul. ln jonge spiercellen I~~ggen  deze titine- 
epitopen duidel~jk van elkaar g~escheiden, maar wel  in elkaars omgeving. De 
scherp afgebake~nde, puntvormucje fluorescentie-signalen wijzen er op dat de 
titiine-molekulerr waarschijr?lijk in bundels parallel naast elkaar liggen. Die 
llocal~salie van de epiroop-specifieke signalen duidt erop dat deze bundels rixine- 
rnolekulen in gevouwen vorm aanwezig zijn in de cel. Tijdens elongatie en fusie 
van de cselle~n gaan deze xitine-bundels een in~teracfie aan mrJt stress-fi~bers, die de 
tltine epitopen naar hun uiteindelijke posities iln de Z-lijml, de A-1 overgang, o f  de 
A-band brengen. Die stress-fibers dirigeren het arninoi-%erminale deel wan het 
nn~olekuull naar de Z-lijn en het carboxy-terminale deel naar de M-lijn van de 
sarcomeer. Een model dat de rol van stress-fibers bij de olntwouwing van het 
grote riitine-rnolskuwl beschrijfr, wordt vaolrgesteld in hoofdstuk 3. Ti~jdens het 
proces van tiiti~i-te-ontvouwing migreren andere A-band- en Z-lijn-companenten iln 
de richting wan hun specifieke posities In de sarcomeer. 
De humane skele'tspiercellijn lijkt een goed modelsysteem voor gedetailleerde 
stu~dies naar sarcomeervormtng, omdat de intraceliwlaire processen die piaats- 
vinden gema klkellijk t e  bestuderen Z I I J ~  en er grotei overeenkomspen bestaaii 
tussen de processen die plaatsvinden in spierweefsel ei? de gebeurtenissen die in 
deze cellijn warden waargenomen. Kombinaties van monoc!onale antilichamen 
die specifiek zijn gericht tegen titine-epitopen dicht bij de M- o f  de Z-lijn met  
anrilicharnen die anldere M- of Z-lijn geassocueei.de eiwitre~n herkennen, bieden de 
mogelijkheid ern de vorming van i~nteracties tussen van titine @In andere spier- 
eiwit ten iln detail t e  bestludereln. 
Strukturelle eiwitten als markers woar in viwo cardiomyogjen~ase. 
Monoclonale antilichamen gericht tegen t~t ine,  rnyosin~e, tropornyosine en actine, 
tegen de intermediaire filament-eiwitten desmine, keratine en vmentine en tegen 
de desmosoom-geassocieerde eiwitten desmoplakine 1 en 2 werden gebruikt om 
sar co meer vorming^ mijderus de embryonale hartontwikkelii-kg /de cardiogenese) in 
het konijn te  bestuderen. Titine blijkt ook hier weer de eerste specifieke marker 
voor de (harrlspierontwikkel~ng te zijln. Tijdens differentiatie van myablast naar 
funktionele hartspiercel verandert de tutine-organisatie van aggregiaten, via leen 
Ifilamenteuze tussenfase, in bundels van parallelle, uitgestrekte titine-maY@kulen 
die een halve sarcomeer Overspannen. Pas nadat deze strukruut is aangelegd 
nemen andere eiwitten, zoals trolpomyosine, desmins, myosine en actine, hun 
uiteindelijke posrtle binnen de sarcomeer in. Di.t reslultecrt dan na irnmunoklieuring~ 
in het bekende dwarsgestreepte patroon voor deze eliwitten. In de jonlge 
hartspiercellen zijn keratine en wirnentine aanwezig in Filarnenteuze vorm, met 
name in  de vroege stadia. Deze filamenten verdwijnen fase-gewiljs tijdens dtz 
cardiogenese. Vergelijking van deze resultate~n bi] het konijn met studies bij de 
muis, de kip en de rat toonde aan dat de voligorde van de expressie deze ei~vvitten 
tijdens de cardiogenese kleine verschillen kan vertonen. Ook bleek dat de mate 
van expressie en de organisatie van deze componenten op bepaalde tijdstippen 
tijdens de cardiogenese verschillend is voor de verschilliende regio's van het hert 
thoofdstuk 4). 
De rol van bepaalde cytoskeiletaire eiwitten die slechts gedlun@lnde een korte 
pernode tijdens de ontwikkeling van het myocard l a t  @xpressie kwmen, werd 
onderzocht aan de hand van de interactie van keratine-filamenten met 
desmoplakine 1 & 2. Desmoplak~nec maken deel uit van dasmosomen, strwkrulren 
voor de communicatie tussen cellen. die zich op d~e verbindlngslpla~arls1)ln tucsan 
ha~rtspiercellen, de "intercalaire schijven"', bevinden. Tijdens de ontwiklkeling van 
het myocard verschuiven desmoplakune-clwsnerJ, die zich in eerste instantie in 
het cytoplasma van de cel bevinden, naar de intercalaire schi~wen. De keratine- 
filamenten verdwijnen uit het zich ontwikkelende myocard vua eon tussenstadium 
van aggregatie. Zowel de keratune-filamenten (iln de vroege stadial als de 
keratine-aggregaten (in een later stadium1 colocaliseren met de desmoplaikine- 
clusters, hetgeen sugglereert dat de keratine-filamenten een rol spelen bij de 
positionering wan desmoplakines en de vorming van celllcel-c~ntactplaatsen 
Chap ter 9 
tijdens de aniwikkieling van het myocard. De reorganlisat~e van titirue en desrnine 
lijkt niet direkt gercalateerd aan de heirrangschikking van de desmosomen. 
Smaafhelifls, een marker vaar  gladde slpiercel differentiatie. 
De kennis over de di%ferentiatieprocessen van gladde spiercellen is beperkt in 
vergsiijking to t  hetgeen bekend is omtrent dwarsgestreepte spiercellein. Dit  wordt 
mede veroorzaakt doloir een gebrek aan stadiumafhankelijke marker-eiwinen. Van 
eien niet eerder beschreven eiwit, door ons "smootheline" genlaernd, werd aange- 
tloond dat h~et alleen t o t  expressie komt in wi~lgediffeuennieerde iE'kon.tractiele"l 
viscerale en vascwlai~re gladde spiercellen. Cmootheline werd niet gevonden in 
rnyofibroblasten, myoepitheliale celllen, skelet- of  harispiencellen. Dit  eiwit  zaui 
@&n goede marker kunnen zijn bij onderzoek naar de laatste differen-tialtiefase in 
gladde spiercellen. De hoofdstukken 6 en 7 wan dit proefschrift beschrijven de 
karakterisatie van srnoothetline en een serie obseirwatues waaruit het belang van 
dit eiwit  a119 marker blijkt. 
Een humane GDMA bank van gladde spier werd gescreend met een rnonoclanaal 
antilichaam Zegen srnootheline, en het complete cDNA coderend voor dit e iwit  
werd geselecteerd. /n situ-hybridisatie met  dit cDNA tolondle aan dat srnoothelsne 
wordt gecodeerd door &n enkel, zogenaamd single copy, gen op chrom~osaom 
22. Met behlulp va~n immunlohistchche~ische kleuringlen, Western- en Northern- 
blozting werd aa~ngetoond dat smootheline sterk gearonserweerd is tijdens de 
ewolutie, Uit celfractionerings-studies# waarbij g~ebruik gemaakt werd van colon 
gladde spier, is gebleken dat srnoothelline deel uit maakt van de cytoskeletalre 
firactie wan dit wetsfsel. Can~focale scanning laser microscopie suggereerde dat 
smootheline is georganiseerd in filamenten die niet colocaliseren met  desmine-, 
vimentine-, o f  actine-filamentenR Transfectie-studies, waarbij humaa~n smaothe- 
line cDNA in COC7 cellen to t  expressie werd gebracht, gaven een filamenteus 
netwerk in het cytoplasma te  zien, dal8 werd gevoirmd door een eiwit  met  het 
juiste mollekuulgewicht. CDNA-sequentie-analyse liet zien dat smootheline niet 
behoort to t  &&n wan de klassen van de to t  nu toe bekende strukturele eiwitten. 
Srnootheline bevat ech~ter wel een domein wan 56 aminozuren met  een homolla- 
gie van ongeveer 40% met een sequentue die grenst aan de actine-bundende 
domeiInen wan dystrophine, B-spectrine en a-aclinine Ehoofdstw~k 61, De trans- 
criptie van smaothelinle we~rd vri jwel onmiddel~ijk gestopt wanneer cellen uit hlun 
natuurlijke omgeving werden gehaald en in kweek werden gebracht, waarschijnl- 
lijk door de varandlering wan de orngevnng van de cel en het ontbreken wan 
~rn~gewurngsf~ktloren afkomstig van omliggend weefsel o f  u i t  het bloed. Het ant- 
breken van smooth~elune in  gekweekte cellen geeft ook aan dat de expressie 
alleen \~oork.omt: in gedifferantieerdle, contractiele gladde spiercellen. 
In een studie naar d@ aanwer~igheid van smootheline In vasculaire gla~dde spies- 
cellen bleek dat de expressie van het eiwit sterk gerelateerd was aan de mate 
van contraciiliteit van het bloedvat-type waarin de gladde spiercellen aanwezig 
waren. Elastische arterign IE~oals de aorta) bevatten, in  het algemeen, slechts een 
klein aantal smoo'iheline-pasi'tieve gladde spiescellan. Bij de bes.tudering van 
mwscu~laire arterilën blieek dat het percentage wan het aanral spiercellen dar 
srnoiatheline tot  exp~rescie brengt toeneemt met de contractiele arbeid die de 
wand wan het bloledvat moet leveren. Smootheline werd niet gevonden in 
capillairen, pericytische veniwlles of de gladde spiercellen van venlens Tijdens het 
onderzoek naa~r het voorkarnen van smoothe8ine in arterioscierotisshe waatwand- 
beschadigingen ("aderverkalkibngentt3 bleek dat posit~eve cellen meestal werden 
gevonden In het luiminale deel van vergevordsrde beschcrdigi~ngen. Dit geeft aan 
dat voillledig gedifferentieerde, van gladde spier afkomstige cellen aanweri~g r i jn in 
deze beschadigde lo~caties, hetgeen suggereert dat deze verkalkingen ["arterio- 
cclesotische plaques") niet meer expanderen. Mogelijk heeft smaotheline naast 
z 'n waarde als markereiwit voor de laatste fase uan differentiatie wan normale! 
gladde spiercellen dus ook waarde bij de diagnostische ka~raikterisatie van glad~de 
spiercellen in afwijkende, pathologische weefsels. 
